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RESUMO

O residuo de suco de acerola € um subproduto que acaba sendo descartado ou
usado como racdo animal, desperdicando toneladas de residuos da industria de
sucos que poderiam gerar produtos de maior valor agregado. Neste contexto, foi
produzida uma bebida analoga ao kombucha de residuos de acerola com cha verde
e uma colénia de microrganismos (Scoby) que passou por uma primeira
fermentacdo de nove dias, e uma segunda fermentagéo de trés dias apos adicionar
0 suco do residuo de acerola. Durante a fermentacéo, foram retiradas aliquotas a
cada 3 dias para medi¢cao de pH, graus brix, fenois totais, vitamina C e atividade
antioxidante. Para verificar a qualidade do produto, foi usada a Instru¢cdo Normativa
41, com os resultados estando dentro do esperado, a exceg¢ao de o teor de alcool e

acidos volateis, que ficaram em 0,7% (sendo considerado um kombucha do tipo

alcoolico) 0,99889 g/c*m3 e 1.741,29 mmol/L de acidos volateis, respectivamente.
Recomenda-se que futuros trabalhos diminuam o tempo da primeira fermentagao e
reduzam o acgucar com o objetivo de diminuir o teor de alcool e acidos volateis

formados.

Palavras-chave: Kombucha. Residuo de acerola. Atividade antioxidante. Fenois

totais.



ABSTRACT

Acerola juice residue is a byproduct that ends up being discarded or used as animal
feed, wasting tons of waste from the juice industry that could generate products with
greater added value. In this context, a drink analogous to kombucha was produced
from acerola residues with green tea and a colony of microorganisms (Scoby) that
underwent a first fermentation of nine days, and a second fermentation of three days
after adding the juice from the acerola residue. . During fermentation, aliquots were
taken every 3 days to measure pH, brix degrees, total phenols, vitamin C and
antioxidant activity. To check the quality of the product, Normative Instruction 41 was
used, with the results being as expected, with the exception of the alcohol and
volatile acid content, which remained at 0.7% (being considered an alcoholic type
kombucha) 0 .99889 g/cm3 and 1,741.29 mmol/L of volatile acids, respectively. It is
recommended that future work shorten the time of the first fermentation and reduce
sugar with the aim of reducing the alcohol content and volatile acids formed.

Keywords: Kombucha. Acerola residue. Antioxidant activity. Total phenols.
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1 INTRODUCAO

O kombucha é uma bebida produzida a partir de cha que passa por uma ou
duas fermentagdes. Segundo Chakravorty et al. (2016) esta bebida é originaria da
Asia (Oriente Médio). A base para sua produgdo sdo chas adocados que sdo
adicionados a um scoby (Simbidtica de bactérias e leveduras) que as leveduras
fazem a producdo de invertases que atuam na hidrélise da sacarose em frutose e
glicose, sendo esse efeito 0 desencadeamento de varias outras reagoes (May et al.,
2019). Como também as bactérias acéticas se concentram no scoby da cultura
inicial do kombucha e sao responsaveis pela criacido de novas camadas de celulose
(Chakravorty et al., 2016; Dufresne; Farnworth, 2000).

Na segunda fermentacdo, pode ser misturada com sucos que faz parte da
saborizagdo da bebida e também pode contribuir para a adicdo de mais nutrientes
para a bebida. Chakravorty et al. (2016) mencionam que a bebida apresenta
propriedades interessantes para a saude como por exemplo presenca de
antioxidantes, compostos fendlicos, vitaminas, baixo teor de acucares, rica em
probidticos.

A industria de alimentos utiliza varias matérias primas para a elaboragao da
seus produtos, principalmente organicos, como varias frutas para a produgédo de
diversas combinagdes e concentragdes de sucos. Para Abir (2022) os néctares e
sucos de frutas sdo produzidos pela industria em grande escala, utilizando para a
sua produgao a parte comestivel das frutas e vegetais. Request Rejected(2024) a
empresa Britvic com filiais na cidade de Aracati-CE e Araguari-MG possui uma
capacidade anual de produgao de aproximadamente 200 milhdes de litros de suco.
Essa producdo da origem ao seu produto final, mas também ao subproduto em
grande proporg¢ao, que sao os residuos da matéria utilizada, o qual passou por
varias etapas até chegar no rendimento almejado.

O Ministério do Meio Ambiente afirma que se faz necessaria a adogao de
meétodos adequados de gestdo e tratamento destes grandes volumes de residuos,
para que a mateéria organica presente seja estabilizada e possa cumprir seu papel
natural de fertilizar os solos (Brasil, 2017). O descarte desses materiais deve ser
pensado, principalmente, quando se trata de uma escala maior como na produg¢ao
industrial. Para minimizar os problemas ambientais que podem acarretar. O chorume

€ um liquido produzido a partir da decomposigao do material organico que, quando
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exposto ao solo, penetra e polui lencol freatico, mares e rios, além do mal cheiro,
contamina o solo prejudicando a flora, isso porque possui em sua composigao
materiais toéxicos, explica Cristina (2020). De acordo com BRASIL (2022). Além
disso, os residuos também atraem outros insetos em busca de alimentos e de
procriagdo. Foi estabelecida a norma reguladora de residuos industriais.

De acordo com a Norma Regulamentadora numero 25 de residuos industriais
(1978), as empresas devem desenvolver agdes de controle que evitem riscos a
segurancga e a saude.

Esse subproduto ja deve ter um destino pré-definido principalmente por nédo
ser apropriado o seu descarte impensado, evitando assim a poluicdo ambiental. Os
principais destinos dados a estes subprodutos sdo: no processo de compostagem,
ou na produgdo de ragdo animal, como alimento para grandes e pequenas criagdes
(Costa, 2015). A fabricagdo de racdo é destinada a alimentagdo animal, como
bovinos, ovinos e caprinos, criados em cativeiro por produtores independentes, e
também a utilizacdo para uso como adubo orgéanico de plantas. O subproduto pode
ser reutilizado para diversas elaboragdes, ndo sé diminuindo o descarte, mas

também servindo de base para produzir alimentos.

Um possivel uso para os residuos organicos da industria de suco seria a
elaboragdo de Kombucha, pois reutiliza este subproduto industrial. Além de
conseguir dar um fim produtivo para o residuo, também pode trazer impacto
econdmico positivo para a industria ou a populacéo local com a sua formulagao de
maneira caseira gerando renda para as familias de classe baixa. Ademais, a bebida

contém substancias que trazem beneficios para a saude.

A proposta deste trabalho é elaborar e analisar uma bebida tipo Kombucha de
acordo com os parametros exigidos pela legislagdo brasileira de producédo de
Kombucha na Instrugdo Normativa N° 41, comprovando se foi possivel atingir éxito

na formulagdo do Kombucha com subproduto da industria de acerola.

Ademais, foram quantificadas algumas substancias importantes para o
nosso organismo que estdo presentes na bebida, e que favorecem o bom
funcionamento do organismo: os compostos fendlicos, atividade antioxidante e

vitamina C. Também foi verificada a concentragao alcodlica ja que a bebida passa
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por processo de fermentagdo, e registrado o pH da bebida, pois a fermentagao

produz acido acético, sendo necessario ser quantificado.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir uma bebida analoga ao Kombucha a partir de residuos, da industria

de sucos, organicos de acerola, de acordo com os padrdes estabelecidos pelo

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento(Instrugdo Normativa N 41).

2.2 Objetivos especificos

Quantificar os compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante;
Quantificar o teor de vitamina C(L-ascorbico);

Verificar os agucares em Graus de Brix;

Estimar a graduacao alcodlica, a acidez volatil e o pH;

Obter uma bebida do tipo kombucha.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracterizagao do Kombucha

O Kombucha teve origem no nordeste da China (Manchuria), onde foi
valorizada durante a Dinastia Tsin (“Ling Chi”), cerca de 220 AC, pelas suas
propriedades desintoxicantes e energizantes (Jayabalan, 2014). Ganhou
popularidade no Ocidente devido aos seus efeitos terapéuticos, como
antimicrobiano, antioxidante, anticancerigeno, antidiabético, tratamento de ulceras
gastricas e colesterol alto. Também mostrou um impacto na resposta imune e na
desintoxicagao do figado (Chakravorty et al., 2016).

E uma bebida feita a partir de uma Simbidtica, bactérias e leveduras que em
uma comunidade se proliferam, que em chas adogados fermentam, quando
adicionados por algum tempo. Os chas mais utilizados para essa produgédo sdo o
cha preto, cha verde e cha mate. Ferreira (2022) o cha verde (Camellia sinensis) é
um dos mais utilizados. O cha verde possui altas quantidades de catequina, um
fitonutriente com forte acado antioxidante. Foi descoberto que a catequina tem étimas
propriedades antibactericidas, principalmente contra a bactéria Streptococcus
mutans.

Segundo Paludo (2017, p.12), ao cha adogado é adicionado um volume de
kombucha ja pronta e um SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts), que
serdo responsaveis pelo processo de fermentacdo. A fermentacdo passa pelo
periodo de duas etapas, a primeira € utilizado um cha adocicado com o scoby e uma
pequena quantidade de starter(cha de uma fermentagao anterior) o liquido favorece
a proliferacdo de leveduras e bactérias que produzem uma celulose “filha” ao
consumir o agucar do cha. Ja na segunda fermentacgao € utilizado o cha que passou
pela fermentacdo misturado a um suco para saborizagao.

Jayabalan (2014) sempre que ocorre uma nova fermentagdo, um scoby se
forma na parte superior do recipiente, sendo importante reservar uma parte para o
préximo ciclo. Durante o processo de fermentagdo, o cha comeca a exalar um cheiro

fermentado e surgem bolhas de gas devido ao acido carbdénico gerado na reagéo

Nesse contexto, o Kombucha tem chamado a atengao de pesquisadores por

suas caracteristicas probidticas, que sao suplementos alimentares microbianos
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vivos. Segundo Moura (2019) ao final do procedimento, recomenda-se consumir o
Kombucha refrigerada, podendo ser servida como um substituto do refrigerante

devido ao seu alto grau de carbonatagéo.

3.2 Cha Verde

O cha verde é utilizado na elaboragdo de Kombuchas, por varios modos de
preparo, a infusdo € um dos métodos empregados para a produgado, suas folhas
emergidas em agua fervente é capaz de resultar na extragdo de suas propriedades.

As propriedades mais presentes na composi¢cdo do cha verde sido os
compostos fenodlicos(CFT) que sao substancias com agao antioxidante. Chakravorty
(2016) cada um contém principalmente cafeina e varios compostos polifendlicos,
como epicatequina(C;5H,,0g), epicatequina galato(CxH50y4,),
epigalocatequina(C,,H504,), epigalocatequina galato(CxH504,) e
teaflavina(C,yH,,04,), que possuem atividade antioxidante reconhecida e sao
transferidos para o produto acabado da fermentagao..

A acgdo antioxidante é uma espécie de defesa ao estresse oxidativo
combatendo os radicais livres. Balentine (1997) estudos sugerem que essa agao
antioxidante desempenha um papel crucial na prevengao de diversas doengas
crbnicas e degenerativas, como cancer, doencas cardiovasculares e diabetes
mellitus. Ao reduzir os danos celulares e a inflamagéo, o cha verde pode ajudar a
diminuir os riscos associados a essas condi¢cdes de saude.

Além disso, o cha verde contém dentre outras propriedades, que sido as
causas do seu consumo. Yanagimoto (2003) ela contém cafeina, pigmentos,
carboidratos, aminoacidos, além de micronutrientes como as vitaminas B, E e C, e

minerais como calcio, magnésio, zinco, potassio e ferro.

3.3 Residuo de acerola

A acerola (Malpighia emarginata D.C.), com o seu grande potencial como uma

fonte natural de vitamina C e sua vasta utilidade na industria, despertou o interesse

dos produtores de frutas e adquiriu significativa importancia econémica em diversas
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regibes do Brasil. Sobrinho (2014 apud Kim et al.,2002) esta fruta tem grande
potencial econdmico e nutricional, devido, principalmente, ao seu alto conteudo de
vitamina C, que associada aos carotenoides e antocianinas presentes destacam
este fruto no campo dos alimentos funcionais. Carlat (2012, p.11 apud Freitas 2006)
o principal atrativo da acerola € o seu elevado teor de vitamina C, a fruta é também
rica em outros nutrientes como carotenoides, precursores da vitamina A tiamina,
riboflavina e niacina, acido pantoténico, calcio, ferro e magnésio.

Destaca-se também pela presengca de antocianinas, tornando o produto
interessante do ponto de vista de alimento funcional, uma vez que estes compostos
capturam os radicais livres no organismo humano (Mesquita; Vigoa, 2000). Segundo
Sobrinho (2014 apud Jerdnimo et al., 2011) o alto valor comercial das antocianinas e
acido ascorbico presentes nesse bagacgo indica que esse residuo poderia ter um
melhor destino.

Estudos recentes tém demonstrado que as frutas sdo ricas em muitos
nutrientes e compostos antioxidantes, e que esses constituintes se concentram
majoritariamente nas cascas e sementes (Costa et al.,, 2000; Melo et al., 2008;
Abrahao et al.,2010 apud Sousa, 2011).

Sousa et al., (2011) esses residuos possuem em sua composi¢ao vitaminas,
minerais, fibras e compostos antioxidantes importantes para as fungdes fisioldgicas.
Sobrinho (2014 apud Jerdnimo et al., 2011) indicam que a maior parte dos rejeitos
gerados pelas industrias é constituida basicamente de matéria organica, bastante
rica em acgucares e fibras, tendo um alto valor nutricional agregado, podendo até ser

consumido ou suplementado na alimentagédo humana.

3.4 Scoby

O Scoby também é conhecido como cogumelo, mée ou colbnia de bactérias,
que é composto de uma pequena quantidade do cha anterior, que foi fermentado em
uma producdo passada, utilizado como ativador da fermentagao(Figura 1), possui
cheiro caracteristico de vinagre.

Cintra E Kawashima (2018) se apresentar um odor semelhante ao de queijo,
isso indica que o Scoby nao esta em boas condi¢des para uso, tornando necessario
0 seu descarte. Onde esses microrganismos sao capazes de se proliferar por meio

do consumo de agucar, transformando em alcool.
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Durante a fermentagéo ocorre a produgéo do conhecido “scoby filho” que
com uma nova fermentagédo fara parte do “scoby mae”. Conforme Villarreal-Soto
(2018) A medida que o tempo de fermentacdo avancga, a espessura da membrana

aumenta pela geracao de novas camadas em sua superficie.

Figura 1: Scoby com o starter, o liquido ativador.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
A simbiotica € composta de acordo com Jayabalan et al., (2014) os
procariotos mais abundantes no SCOBY sao as bactérias do género Acetobacter e
Gluconobacter. A principal bactéria responsavel por criar a rede celuldsica flutuante

na superficie do liquido é Acetobacter xylinum.

3.5 Propriedades Benéficas

Propriedades benéficas do Kombucha estdo presentes mesmo com a sua
produgao caseira. A composi¢ao quimica do Kombucha é variavel quantitativa e
qualitativamente. Depende de varios fatores, como tempo de fermentacéo,
substratos utilizados no cha inicial e microrganismos presentes no indculo. Conforme
Jayabalan et al. (2014, apud Morais et al, 2022) apontam que o kombucha reduz
problemas durante o ciclo menstrual, reduz complicacbes causadas por alcool,
desintoxica o sangue e estimula a producdo de interferon, que s&o mediadores

importantes de respostas imunolégicas.
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No entanto, alguns componentes, como &acidos organicos, vitaminas,
polifendis e aminoacidos, estdo comprovadamente presentes na maioria (Fu et al.,
2014 apud MACEDO et al,2020). Através do processo de fermentacéo o cha torna-se
uma excelente fonte de antioxidantes, enzimas, vitaminas do complexo B e acidos
organicos comprovadamente benéficos a saude. Trata-se de uma bebida probidtica
com significativa agado principalmente na saude intestinal (Dufresne & Farnworth,
2000; Malbasa Et Al., 2008; Batikh Et Al., 2012; Kumar & Joshi, 2016; Apud Pinto,
2018).

A atividade antioxidante do kombucha esta relacionada a presenca de
polifendis e catequinas(CsH,05). A concentracdo de compostos fendlicos e a
atividade de reacgdo para eliminar o radical livre “2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
aumentam ao longo do tempo de fermentacao (Schroeder, 2019). Segundo Ferreira
(2022,) os antioxidantes atuam na diminuicdo dos radicais livres, que causam o
estresse oxidativo nas células. O acumulo desses radicais livres tem como
consequéncia muitas doengas como: Parkinson, Alzheimer, envelhecimento e até
mesmo obesidade.

Estudos do Kombucha comprovaram suas propriedades antibacterianas,
antioxidantes, anti diabéticas, bem como sua capacidade de reduzir a concentracao
de colesterol, apoiar o sistema imunolégico e estimular a desintoxicagdo do figado.
(Villarreal Soto, 2018).

As principais vitaminas que compdem a bebida s&o do complexo B. Em maior
concentragdo sdo encontradas a Tiamina (B1), Riboflavina (B2), Piridoxina (B6) e
Cobalamina (B12), que atuam como coenzimas nas reagdes metabdlicas
colaborando na produgao de energia (Rubert et al.,, 2017). Além destas, também
esta presente a vitamina C, cuja influéncia em processos antioxidantes e
antiinflamatorios beneficia o organismo (Maia 2020 Apud Cavalari; Sanches, 2018).

Jayabalan et al.,( 2014) o controle de pH é importante, pois, é ele que mostra
a conversao de glicose em acido glicurdnico e frutose em acido acético. Ayed; Abid;
Hamdi,( 2017) a presenca do acido glucurénico na kombucha proporciona beneficios
a saude, auxiliando na eliminagdo de impurezas e toxinas prejudiciais a saude. A
conjugagao do acido glucurénico com compostos indesejaveis aumenta a sua
solubilidade e facilita seu transporte e eliminagao do corpo.

Enquanto, o acido glicurbnico € importante para saude presente na kombucha

e é o resultado de um processo microbiolégico de oxidagdo da glicose Jayabalan et
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al.,( 2014). O substrato utilizado pelos micro-organismos € a sacarose. Provou-se
que a simbiose de bactérias e leveduras é responsavel pela hidrélise enzimatica
extracelular de sacarose em glicose e frutose, seguida da transformagéo de glicose
e frutose em etanol e CO2 pelas leveduras, enquanto as bactérias convertem a
glicose em acido gliconico e frutose em acido acético como consequéncia das
rea¢des da cadeia metabdlica (Reiss, 1994 apud Morais et al 2022, p.8).

Nesta etapa de fermentacédo os acucares residuais se transformam em gas
carbdnico, acido latico e etanol. Tem prazo de validade de até 15 dias mantido em
refrigeragdo. (CARVALHAES, 2020 apud VELASQUE, 2022, p.24).

A bebida também fortalece o sistema imunolégico, agindo como uma bebida
probidtica, equilibrando a microbiota gastrointestinal humana. (Jayabalan et al.,
2014). Watatawana et al. (2015) comenta que a atividade antimicrobiana e
antifungica do kombucha € atribuida ao pH acido da bebida, devido a presenca, por
exemplo, de acidos organicos, e principalmente do acido acético e das catequinas,
que inibem o crescimento de uma série de microrganismos Gram positivos e Gram
negativos, como Helicobacter pylori, causador de ulceras pépticas, e Escherichia

coli, causador da diarreia comum.

3.6 Legislagao acerca do Kombucha

A Associacdo brasileira de Kombucha (ABKOM) fundada em 2018 é uma
associagao sem fins lucrativos com a contribuicdo de alguns produtores da bebida
que sem formas de manejo trocavam informag¢des de como elaborar e melhorar a
producao do Kombucha, até entao ser estabelecida a Instrugcdo Normativa n° 41(N
41).

ABKOM (2018) desde a fundacdo, os membros e diretores atuaram
ativamente no primeiro grande objetivo: incluir o kombucha na legislacéo brasileira
junto aos 6rgaos competentes. Esta acdo aconteceu de forma exaustiva e resultou
na Instrugdo Normativa N 41, publicada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), que estabelece os padrbes de identidade e qualidade para
produgao comercial da categoria.

A IN 41 de 17 de setembro de 2019, em seu artigo 1° estabelece o padrao de

identidade e qualidade valido em todo o pais para as bebidas que serédo destinadas



24
ao consumo humano. Levando em consideragdo os parametros analiticos da
legislacéo(Tabela 1).

Tabela 1: Parametros analiticos do Kombucha.

Parametro Minimo | Maximo
pH 2,5 4,2
Graduagao alcodlica (% v/v) kombucha sem alcool - 0,5
Graduacao alcodlica (% v/v) kombucha com alcool 0,6 8,0
Acidez volatil (mEg/L) 30 130
Pressao( Atm a 20°c ) na kombucha adicionada de CO, 1,1 3,9

Fonte: Instrugdo Normativa N 41.

O grande publico ainda ndo conhece a Kombucha e todos os seus beneficios.
Segundo a ABKOM (2019) para o mercado produtor, a IN 41 foi uma grande
conquista, mas ainda ha muitas duvidas e insegurangas com relagcdo a produgao

consciente e a seguranga alimentar.



25

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1 Residuo de acerola

Os residuos de acerola (Figura 2) sdo bagacos da fruta e seu carogo que
passaram pelo processo de trituragcdo, utilizados para o preparo do Kombucha,
foram fornecidos pela empresa Britvic EBBA (Aracati, Ce). Esta empresa produz
alimentos e bebidas de frutas, sendo que a acerola € uma das mais utilizadas na
producdo. No processo de producdo de sucos, as acerolas passam por varias
etapas de processamentos como a selegao, lavagem e prensagem das frutas, que &
originado um tipo de bagagco umido de frutas rico em propriedades, a qual foi
utilizado para a producédo da kombucha.

Figura 2: Residuo de acerola umido e balanga de cozinha

Fonte: Elaborada pela autora (2022)

4.1.2 Cha Verde

O cha verde (Camellia sinenses) de marca Natury’s de 10 g de folhas secas
e desidratadas por embalagem foi obtido em comércio local da cidade de Aracati.
Foi utilizado por infusdo(4.2.1) de folhas desidratadas do cha, conforme ilustra a

Figuras 3 e 4.
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Figura 3: Cha verde. Figura 4: peneira e jara para filtrar o cha

|

Fonte: Elaborada pela autora (2022). Fonte: Elaborada pela autora (2022).

4.1.3 Agucar cristal
A fonte de carboidrato para consumo do Scoby foi o agucar cristal adquirido
no comercio local da cidade de Aracati .

4.1.4.Scoby
O Scoby (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts) para a produgéo de
Kombuchas foi fornecido como doacdao de um produtor caseiro da localidade de
Fortaleza(Figura 5).

Figura 5: Scoby doado de uma producéao caseira de Kombucha de Fortaleza

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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4.2 Elaboragao do Kombucha

A preparagdao do cha, suco do residuo e fermentagbes foram feitas no
Laboratério de Alimentos e Bebidas do IFCE (Instituto Federal de Ciéncia e
Tecnologia do Ceara) Campus Aracati. As analises quimicas foram realizadas no

Laboratério de Quimica do IFCE Campus Aracati.

4.2.1 Produgéao do cha

Em uma panela grande, de aproximadamente 5L, de material inox, foram
aquecidos 2L de agua mineral até atingir a ebulicao(fervura). Apés o aquecimento,
desliga-se a chama de aquecimento, e foram adicionados 10 g de cha verde (um
pacote) e 56 g de agucar cristal e deixados em descanso por alguns minutos até
esfriar a temperatura ambiente.

Apos esfriado, foram removidos os residuos das folhas através de filtragéo,
primeiramente com uma peneira (L 18cm x A 4cm x C 18 cm) e depois em papel
filtro nimero 102 (C 17cm x A 12cm x F 5,5cm) para remocgao dos residuos mais

finos, obtendo-se o cha filtrado(Figura 6).

Figura 6: Filtracdo do cha verde com papel filtro.

Fonte: Elaborada pela autora (2022)
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4.2.2 Primeira Fermentagao

Em um recipiente de material vidro (Figura 7) com volume de 2 L e boca larga,
higienizado com 1 colher de sopa de agua sanitaria para 1 L de agua, deixando agir
por 15 min, logo em seguida descartou o liquido e lavou com agua em abundancia.

Figura 7: Recipiente de vidro com aproximadamente 2 Litros de volume.

Fonte: Elaborada pela autora (2022)

No recipiente depositou-se 1.833g de cha fresco com 167g de starter(cha de
uma fermentacao anterior) e 48g de Scoby, cobrindo com um tecido lavado, passado
ferro de engomar e pondo um elastico em volta(Figura 8).

Figura 8: A esquerda o scoby e a direita o recipiente de vidro de boca larga

com o cha, scoby e starter.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Armazenou-se a temperatura ambiente em local fresco e com pouca luz por
nove dias(Figura 9).

Figura 9: Frasco de vidro pronto para a fermentacao, devidamente

armazenado.

Fonte: Elaborada pela autora (2022)

Trés aliquotas de 10 mL foram retiradas nos dias 3, 6, 9 e 12, sendo
denominadas de D3, D6, D9 e D12 respectivamente, e armazenadas em tubos

falcons de plastico de 15 ml, as quais foram congeladas até o dia das analises.

4.2.3 Producao do suco do residuo de acerola

Para a elaboragdo do suco que compdem parte da segunda fermentacéo,
pesou-se 70 g do residuo umido de acerola, e depositou em um liquidificador para
ser triturado com 200 mL de agua mineral, sendo misturado com 14 g de agucar
cristal. Este liquido foi peneirado e filtrado em papel de filtro numero 102 para retirar

residuo sélido no suco.
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4.2.4 Segunda fermentacao

Para a segunda fermentacéo, retirou-se e pesou-se o Scoby, e 200 ml do cha
anterior, os quais foram colocados em outro recipiente de vidro previamente limpo
para uma outra fermentagcdo ou para ser mantido em condi¢cdes minimas de
sobrevivéncia do scoby até que seja necessaria outra fermentagdo. Nesse protocolo,
0 Scoby ndo entra em contato com o suco(Figura 10).

Figura 10: Passo a passo da produ¢ao do Kombucha.
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Fonte: BioRender(2024)

Para cada um litro de cha da primeira fermentacao foram misturados 100 mL
de suco de residuo (conforme 4.2.3), A partir desta mistura, foram enchidas duas
garrafas de vidro de um litro e tampadas. Na segunda fermentagé&o ndo deve ocorrer
troca de gases entre 0 Kombucha e o meio, por isso foram tampadas. Sem troca de
gases ocorre a formagao de alcool que é o objetivo da segunda fermentacéo, ja se
houver entrada de oxigénio ocorre a formagao de acido acético, que altera as
propriedades do Kombucha.

A segunda fermentagédo ocorreu por trés dias em temperatura ambiente em
local ao abrigo de luz, sendo armazenada em geladeira apos os trés dias. Foram
coletadas trés amostras de 10 mL em tubos Falcons de plastico ao término dos trés

dias, sendo denominadas de D12 (décimo segundo dia de fermentagao
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considerando a primeira e segunda fermentacdo) e congeladas até o dia da analise.

Um resumo das etapas da produg¢do do Kombucha é mostrado na Figura 10.

4.2.5 Sistema de aliquotas do analito

A subtragcdo de amostras foi realizadas a cada 3 dias, com uma pipeta
Automatica, retirada 3 amostras de 10 ml que foram armazenados em tubos Falcon
e congelados até a sua utilizagdo. Sendo ent&o utilizados para referéncia dia 3, dia
6, dia 9 e dia 12, denominados D3, D6, D9 e D12, respectivamente, que foram os
dias subsequentes de fermentagao/dias de amostragem (Figura 11). Os dias de D3 a
D9 foram da primeira fermentagao, e o dia D12 foi o final da segunda fermentacao,
conforme esquema na Figura 11. As amostragens foram usadas para as

metodologias de: Atividade Antioxidantes, Compostos Fendlicos, e Vitamina C.

Figura 11: Amostragem da Kombucha ao longo das fermentacoes.
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Fonte: BioRender (2024).
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4.3 ANALISES FiSICO-QUIMICAS
4.3.1 Padrao de qualidade e de identidade do kombucha
O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) estabelece o
padrao de qualidade e de identidade do Kombucha, em todo territério nacional,
através da IN 41 de 17 de setembro de 2019 (BRASIL, 2019). Para a produgéo do
Kombucha ha padrdes de qualidade que determinam o seu consumo seguro, a IN 41

estabelece parametros analiticos exigidos para produgéo.

4.3.1.1 Medidas de pH
Os niveis de acidez (pH) foram analisados usando um medidor de pH de
bancada, modelo PHS-3E-Bl da marca Satra, um pHmetro de Bancada com
Calibragcao Automatica de pH e Temperatura (Figura 12). Para garantir precisdo, o
equipamento foi ajustado com solu¢des de pH 6,0 e 4,0, seguindo as orientagdes do
fabricante, sendo lavado com agua destilada em seguida de cada afericao de pH.

Figura 12: pHmetro de bancada modelo PHS-3E-Bl da marca Satra.

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

4.3.1.2 Acidez volatil
Utilizado como base para esse método o livro Métodos fisico-quimicos para
analises de alimentos, o protocolo expresso em Normas Analiticas do Instituto
Adolfo Lutz (2008).
Este método € fundamentado na titulacdo de neutralizacdo dos acidos

utilizando uma solugdo padronizada de alcali, com o auxilio de indicador
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fenolftaleina ou por meio de um pHmetro até atingir o ponto de equivaléncia. A
acidez total é entdo expressa em gramas de acido acético por 100 mL de amostra.

O célculo da acidez volatil é feito por diferenca entre a acidez total e a acidez
fixa. O resultado é expresso em g de acido acético por 100 mL de amostra, sendo
determinado neste método em acidez total por acidez fixa (Instituto Adolfo Lutz,
p.349 2008).

Utilizou-se 100 mL da amostra para um frasco Erlenmeyer de 500 mL.
Adicionou-se 0,5 mL do indicador fenolftaleina. Em seguida, titulou com solucéo de
hidroxido de sodio 0,1 M padronizada (Figura 13) até a coloragao résea aparecer até
alcangar o ponto de viragem entre pH 8,2 e 8,4, utilizando um pHmetro.

Foram utilizados para obter o resultado os fatores:

n = volume gasto na titulagdo da solug¢ao de hidréxido de sodio, em mL
M = molaridade da solugao de hidréxido de sodio

f = fator de correcao da solucéo de hidroxido de sédio

PM = peso molecular do acido acético (609)

V = volume tomado da amostra, em mL

nxMxfxPM

Xy = Acidos totais, por g de acidos acéticos por 100mL de amostra

Ja a acidez fixa é obtida por evaporagao da amostra seguida de uma titulagao
dos acidos residuais com alcali. Pipetou-se 50 mL da amostra para uma capsula de
porcelana e colocou para evaporar em banho-maria. Adicionando agua
cuidadosamente pelas paredes da capsula, repetindo quando necessario, lavando o
residuo e continuando a evaporacio até quase total secura. Transferiu esse residuo
para um frasco Erlenmeyer e adicionou 100 mL de agua. Logo em seguida, titulou
com solugédo de hidroxido de sodio de 0,1 M (Figura 13), seguindo o procedimento
descrito na determinacéo de acidez total descrito acima.

nxMxfxPM

Qoxy) = Acidos fixos, por g de acidos acéticos por 100mL de amostra

Fatores utilizados:

n = volume gasto na titulagdo da solugéo de hidroxido de sédio, em mL
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M = molaridade da solug¢ao de hidréxido de sodio

f = fator de correcao da solucéo de hidroxido de sédio
PM = peso molecular do acido acético (609)

V = volume tomado da amostra, em mL

O valor de acidos volateis é obtido pela diferenga entre acidos totais e acidos

fixos, conforme férmula a seguir:
At — Af = Acidos volateis
Em seguida, foi calculada a acidez volatil conforme a férmula a seguir:

(AV x 100)
G

= Acidos volateis, em g de acido acético por 100 mL de amostra
Av = acidos volateis

G = graduacéo alcodlica

Figura 13: Aluna realizando a titulagdo de Hidroxido de sddio para

determinacao de acidez volatil.

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
4.3.1.3 Graduacgao alcodlica
Foi usado como referéncia o livro Métodos fisico-quimicos para analise de

alimentos, pela autoria do Instituto Adolfo Lutz (2008). O método conhecido como
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graduacgédo alcoolica real € usado para determinar a porcentagem de alcool em
volume a 20°C em bebidas alcodlicas.

Em 20°C, um bal&do volumétrico contendo 100 mL da amostra, apds ajustar a
temperatura levou-se a amostra para um baldo de destilagdo, utilizando o processo
de destilagao por arraste de vapor, (Figura 14) lavou-se o baldo com agua destilada
que continha a amostra por quatro vezes e depositou-se essa agua lavada no frasco
de destilagao. Adicionou-se bolas de seguranga dentro do frasco, conectou o frasco
de destilagdo ao condensador e iniciou-se o processo de destilacdo que foi colhido o
destilado em um baldo de fundo chato de 100 mL.

Figura 14: Sistema de destilagdo por arraste de vapor utilizado.

Fonte: Elaborada pela autora (2023)
No mesmo baldo volumétrico(de 100 mL) que foi utilizado para medir a 100

mL de amostra foi adicionado 10 mL de agua destilada que foi imersa em banho de
agua e gelo até atingir 20°C. No baldo de fundo chato foi colhido o destilado de %a

do volume inicial e levou esse destilado para o baldo com 10 mL de agua destilada
imersa em banho de agua e gelo. Acrescentou-se no baldo volumétrico de 100 mL o
destilado e completou-se com agua destilada a 20°C até quase completar o volume,
ajustou-se a temperatura a 20°C e completou-se o volume para 100 mL a 20°C e
agitou-se.

Em seguida, determinou-se a densidade relativa do destilado a 20°C
utilizando-se o picnébmetro, em triplicata. Para tanto, pesou-se o picnédmetro vazio,
logo em seguida, o picnbmetro com agua destilada a 20°C e, por fim, o picndmetro
com a amostra a 20°C, utilizando banho de gelo para equilibrar a temperatura. Foi
utilizada a equacéao abaixo para se obter a densidade relativa da amostra.

m(am) — m(p)

= densidade relativa em 20°c .~ 20°¢c
m(H,0 —m(p))
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m (am) = massa do picndmetro com a amostra
m (p) = massa do picnébmetro vazio
m (H,O) = massa do picnédmetro com a agua

A porcentagem em volume é expressa utilizando uma tabela de converséo
(Tabela 2) que aponta a densidade relativa a 20°C/20°C, que € determinada no
destilado alcoodlico da amostra sendo fornecido como base para comparagao dos
resultados expressos na metodologia de grau alcodlico real em Métodos

fisico-quimicos para analise de alimentos do Instituto Adolfo Lutz (2008).

Tabela 2: Porcentagem de alcool correspondente a densidade relativa em 20°C por

volume
D
20°C/20°C | % viv

1,00000 0,0
0,99985 0,1
0,99970 0,2
0,99955 0,3
0,99939 0,4
0,99924 0,5
0,99910 0,6
0,99895 0,7
0,99880 0,8
0,99866 0,9

Fonte: Instituto Adolfo Lutz (2008).

4.3.2 Compostos fendlicos totais

Devido a sua sensibilidade e capacidade de quantificar uma variedade de
compostos fendlicos, o ensaio Folin-Ciocalteu marca do reagente € apropriado para
analisar misturas fendlicas complexas presentes em frutas, vegetais e outros
alimentos. O reagente oxidante interage com agentes redutores (antioxidantes),
resultando na formagao de um complexo soluvel de cor azul intensa.

O método utilizado por Singleton et al. (1999), foi reproduzido para se

quantificar os polifendis por meio do espectrofotbmetro usando o reagente
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Folin-Ciocalteau (FC) que implica na oxidagao de fendis em meio alcalino. A
quantificacdo é dada pela quantidade de fendis que sao absorvidos e pelo pH que é
ajustado pelo carbonato de sdédio.

Foi preparada uma solugdo de carbonato de sdédio, que para isso, foi
dissolvido 50 g de carbonato de sédio anidro em 200 mL de agua quente, apds
esfriar, adicionou-se alguns cristais e foi deixada para descansar por 24 horas a
temperatura ambiente. Para a solugéo de acido galico, dissolveu-se 0,5 g de acido
galico em 10 mL de EtOH e depois diluiu-se a 100 mL com agua destilada em um
baldo volumétrico (concentracéo final 5 g/L) podendo ser armazenada em geladeira.

Para a curva de calibragdo usou-se 1, 2, 3, 5, e 10 mL de solucédo de acido
galico em frascos de 100 mL que foram completados com agua destilada, para
entdo produzir solugdes de concentragdes 50, 100, 150, 250 e 500 mg/L de acido
galico.

Amostra de kombucha utilizada foi diluida de (1:20). Foram utilizados
microtubos de 2 mL para o procedimento abaixo e foram realizadas em triplicata.

Foram adicionados 20 pyL das amostras dos extratos de acerola (previamente
diluidas, quando necessario) em 1580 uyL de agua destilada e 100 uL de reagente
Folin-Ciocalteu em microtubos de 2 mL. Apds 8 min de reagao, 300 uL de solugao
de carbonato de sdédio 20 % (m/v) foram adicionados ao meio reacional e os
microtubos foram agitados por 10 segundos em um agitador vortex. Apds incubacgao
a 40 °C por 30 min, a absorbancia das amostras foi lida a 765 nm em
espectrofotbmetro de marca Biospecto Modelo SP 220, Brasil, . € analisou-se os
dados usando uma curva de calibragcdo de acido galico, sendo as unidades
expressas em mg de acido galico/L.

O conteudo de composto fendlicos foi calculado em relagdo a curva de acido
gdlico (Abs= 0,021*X + 38,522), R* = 0,998, onde Abs é Absorbancia; X é a
concentragdo de acido ascorbico expressa em mg de equivalentes de acido galico
por L de kombucha (mg GAE/L).

4.3.3 Atividade antioxidante in vitro pelo método ABTS
Uma das técnicas amplamente empregadas para avaliar a capacidade

antioxidante é a utilizagdo do radical ABTS, que pode ser gerado por meio de
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reagdes quimicas, eletroquimicas ou enzimaticas. Essa abordagem permite a
medig¢ao da atividade antioxidante de compostos tanto hidrofilicos quanto lipofilicos.

Esse método foi empregado por Re et al. (1999), que foram base para a
reprodugao do método, que consiste na neutralizagao do radical ABTS ocorre pela
reagcao de oxidagdo entre o sal de persulfato de potassio (K,SOs) e a solugéo
aquosa de 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS). Assim, a
atividade antioxidante dos extratos e fases é avaliada pelo decréscimo na
intensidade da coloragdo da solugdo do radical ABTS+, medida através de
espectrometria na faixa de comprimento de onda de 734 nm.

Para a solugdo estoque de ABTS 7 mM (solucéo 1), diluiu-se 0,192 g do
radical em 50 mL de agua destilada em um baldo volumétrico, logo apdés armazenar
em frasco de vidro ambar. Para a solugao de persulfato de potassio 140 m (solugao
2) foram dissolvidos 0,3784 g de persulfato de potassio em baldo volumétrico de
10mL em agua destilada, que também foi armazenado em vidro ambar. O radical
ABTS+ (solugdo 3) foi produzido a partir de 5 mL da solugéo estoque de ABTS
(solugao 1) com 88 mL da solucéo de persulfato de potassio (solugao 2) e solubilizou
as solugdes, conservando por 16 horas em ambiente escuro em temperatura
ambiente. Antes do uso, a medida da absorbancia deve ser de 0,70 da mistura a
734 nm.

A solugao padrao de Trolox (2 mM) (solugao 4), foi pesado 0,025 g de trolox e
dissolvido em pequena quantidade de Etanol 99,9% foi transferido para o baldo de
50 mL até completar em baldo, que também foi armazenado em vidro ambar.

Foi diluido 1 mL do radical ABTS (solu¢do 3) em Etanol 99,9% até obter uma
absorbancia de 0,70 a 734 nm no espectrofotbmetro de marca Biospecto Modelo SP
220, Brasil,(solugéo 5). A partir da solugdo de padrédo de trolox, foram preparados
em microtubos volumétricos de 2 mL, solugdes de concentragdes (Trolox + Alcool
etilico) variando de 100, 500, 1000, 1.500 e 2.000 (uM). Para o padrdo de curva
foram utilizadas uma aliquota de 20 (uL) das concentragdes de Trolox de 100, 500,
1000, 1.500 e 2.000 (uM) em tubos de ensaio solubilizou com 1.800uL da solugao do
radical ABTS. Logo apos realizou-se a leitura de 734 nm no espectrofotdmetro apos
6 minutos e utilizou alcool etilico como branco.

Foram utilizadas amostras diluidas na propor¢cédo de (1:10), em ambiente

escuro, transferiu uma aliquota de 0,02 mL/ou 20 yL e adi¢gao de 1.600 pl do radical

ABTS. Realizou a leitura em 734 nm no espectrofotdmetro apdés 6 min da mistura e
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utilizou o alcool etilico como branco. Foi realizado em triplicata para cada dia,
correspondente aos dias 3, 6, 9 e dia 12 a determinacao da atividade antioxidante
total.

A atividade antioxidante pelo método ABTS foi calculada em relagédo a curva
de Trolox (AA% = 0,021*T + 38,522), R? = 0,999, onde AA ¢é a atividade antioxidade
T é a concentragao de Trolox) e expressa em mmols de equivalentes de Trolox por L
de kombucha (mmolITE/L).

A porcentagem de redugao da inibigao radical foi calculada de acordo com a

equacgao.

ABTS AA%=[1-(Abs Amostra)/(Abs controle)]*100

4.3.4 Vitamina C (L-ascérbico)

Determina a quantidade de vitamina C em solugdes liquidas utilizando oxalato
de sdédio como estabilizador do acido ascorbico (vitamina C) presente em amostras
de sucos ou extratos de frutas tropicais. Em solugdes aquosas, o acido ascérbico
(vitamina C) é altamente suscetivel a instabilidade e pode rapidamente se
transformar em &cido desidroascorbico. No entanto, essa converséo é reversivel e
pode ser evitada pelo uso de um agente estabilizador na solugao (Selimovic et al
(2011).

Portanto, o papel do oxalato de sédio nessa metodologia é impedir a reagao
de oxidacao do acido ascorbico, permitindo sua quantificagdo completa em solugao
aquosa sob luz UV. O método utilizado para esta determinagao teve como base
Selimovic et al (2011).

Foi preparada uma solugdo tampao pH 5,4 do acido oxalico(C:H:0s), para
tanto, pesou 0,120 g de Fosfato De Sédio Dibasico Anidro(Na,HPO,) e 2,04 g de
Dihidrogeno-fosfato de potassio(KH,PO,) e diluiu-se em 500 ml de agua destilada.
Logo apds, pesou-se 0,375 g de oxalato de sédio(Na:C:0.) e adicionou-se em 500
mL de solucédo tampéo preparada anteriormente para formar uma solucédo de 0,005
M de oxalato de sodio. Pesou-se 0,05 g de acido ascorbico(CsH:Os) e dissolveu-se
em 250 mL da solucdo de acido oxalico 0,005 M (200 mg/L) preparada na etapa
anterior transferindo para um baldo volumétrico.

Para a curva de calibracdo do acido ascérbico, utilizaram-se micro-tubos de 2

mL em uma grade ja identificados, apds homogeneizagao, os tubos foram lidos em
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espectrofotbmetro de marca Biospecto Modelo SP 220, Brasil, a 266 nm . Para as
amostras de kombucha foram feitas diluicdes de 1:20, em seguida realizou-se uma
mistura 200 pL de amostra com 1,5 mL da solugéo de oxalato de sdédio 0,005 M,
deixando descansar a mistura em temperatura ambiente para extragdo da vitamina
C durante 5 minutos, logo apds de cubetas de quartzo de 10 mm de comprimento

optico foi realizado a leitura em espectrofotdmetro ajustado para 266 nm.

Para calcular a Vitamina C utilizou o oxalato de sédio para estabilizar a
oxidagdo do L-acido ascorbico, que é a forma reduzida da vitamina C, para
quantificar por meio de luz UV, espectrofotdmetro, foi calculada em relagcédo a curva
de acido ascoérbico (Abs = 0,0092 * [acido ascorbico] - 0,0034; R?=0,9988) é
expressa em mg/L de acido ascérbico por L. Os resultados da curva padrao
fornecida foram expressos em mg de acido ascorbico/L e os resultados do
kombucha foram expressos em mg de acido ascorbico por litro de kombucha de

residuo de acerola (mg/L).
4.3.5 Determinacgao da concentragao de agucar

Utilizou-se o Refratdmetro Digital Portatii modelo MA871 (Figura 15), da
marca Milwaukee, que mede de 0 a 85% de Brix , € uma ferramenta rapida e
simples para determinar a concentracdo de agucares em solugdes aquosas. Para
medir a concentracdo de solidos soluveis em solugdo aquosa, associada a
quantidade de sacarose dissolvida em uma solucdo. Esse método é particularmente
util na industria alimenticia para medir o teor de agucar em sucos, refrigerantes,

bebidas alcodlicas, entre outros produtos.

@ milwaukee
Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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Ao ligar o refratbmetro prosseguiu-se com a calibragao do aparelho conforme
a instrucao do fabricante, logo em seguida adicionou-se com uma pipeta de pasteur
pingou-se trés gotas da amostra de kombucha pura, ao pressionar o botdo Read do
visor o aparelho ler o indice de refracdo e apresenta em porcentagem de Brix, apos
a leitura pingou-se algumas gotas de agua destilada e seguiu-se com nova leitura de
amostras.

As amostras foram medidas de acordo com os dias crescentes de
fermentacao D3, D6, D9 e D12, conforme a quantidade de amostras que cada dia

foram retiradas, que corresponde a trés amostras por cada dia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises produzidas das amostras de kombuchas
elaboradas com residuos de acerola foram examinados para comparar a progressao
ao longo do processo de produgao e se enquadram dentro dos parametros analiticos
de qualidade e identidade do kombucha estabelecidos pela Instrugdo normativa 41,
publicada pelo Ministério da agricultura, pecuaria e abastecimento(MAPA).

Consequentemente, os resultados foram colhidos e relacionados com os
dados obtidos nas anadlises de atividade antioxidante, compostos fendlicos totais,
quantificacdo de agucares em graus Brix e vitamina C com os tempos de
fermentagcado, nos dias D3, D6, D9 e D12. As analises de padrao de qualidade e
identidade que sao exigidas pela IN 41 foram realizadas apenas ao final da

producao, ou seja , apenas no D12 que foi o ultimo dia de fermentacgao.

5.1 Medidas de pH

Os valores obtidos de pH sdo expostos na Tabela 3, na qual se observa a
diminuicdo do kombucha de residuos de acerola ao passar dos dias. O mesmo
comportamento foi observado no estudo realizado por Leonarski (2021) que afirma
que a diminuigdo do pH foi causada pela fermentagdo seguido pela formacéo de
acidos organicos, tais como 3,3 no primeiro dia de fermentagdo do kombucha de cha
verde que decresceu no proximos dois dias chegando a 2,8 e se mantendo
constante entre os dia 12 a 15 que obteve-se um pH final de 2,5.

Foi observado que as amostras do kombucha possuem valores aproximados
e decrescentes, iniciando com pH 4,05 em 3 dias de fermentagao tendo por fim dos
12 dias de fermentacdo o pH mais acido em 3,47. Outros estudos de kombuchas
fermentadas ja haviam mostrado resultados parecidos como Ayed, Abid e Hamdi
(2017), que analisaram um kombucha produzida utilizando cha preto que mostraram
3,95 de pH inicial e em 12 dias de fermentacao obteve-se pH 2,9. Além disso na IN
41 que estabelece o padrao de identidade e qualidade do kombucha deve ficar o pH
de 2,5 a 4,2 onde mostra que o kombucha de residuos de acerola esta dentro dos

padrdes nacionais.
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Tabela 3. Valores de pH ao longo dos dias de fermentacao relacionado a amostra.

Dias Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média
D3 4,05 3,95 4,00 4,00
D6 3,87 3,68 3,85 3,8
D9 3,72 3,51 3,57 3,6
D12 3,40 3,34 3,47 34

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

5.2 Acidez volatil

Schroeder (2018) traz que durante o processo de fermentagao as leveduras e
bactérias metabolizam a sacarose em acido acético e acido glucurénico. Essa
acidez esta diretamente relacionada com os dias fermentativos, quanto mais tempo
passar mais acido produzira e, consequentemente, acidificar a bebida.

Inicialmente, foi feita uma titulagdo do kombucha com uma solugcdo de
hidroxido de sodio 0,1 M padronizada e fenolftaleina como indicador e foram
utilizados 60 ml da solugdo basica, com esse valor foi calculado a acidez total.
Depois um volume de kombucha foi colocado em um cadinho e este em banho
maria para concentrar a amostra até a total secura, em seguida foi ressuspendida
até 100 ml com agua destilada e titulada com a mesma solugdo de NaOH, sendo
utilizados 18 ml, com esse valor foi calculada a acidez fixa.

A acidez volatil foi obtida pela diferenca entre acidez total e acidez fixa. Este
ultimo valor foi dividido pela graduagao alcodlica e multiplicado por 100 para se obter
a acidez volatil (Instituto Adolfo Lutz). Ao final, o valor obtido foi de 1.714,29 mmol/L
de acido aceético, conforme os calculos abaixo. Este valor € bem mais elevado do
que o estabelecido pela IN 41 (Tabela 1), que deve ser de no minimo 30 e maximo
de 130 mEq de acido acético, assim o produto obtido ndo atende a esse critério da

legislagao.
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Calculos para calcular acidez total:
Acidos totais = %

Nos quais tem-se:

n = volume gasto na titulagéo da solug¢ao de hidréxido de sodio, em mL
M = molaridade da solugao de hidréxido de sodio

f = fator de correcao da solucéo de hidroxido de sédio

PM = peso molecular do acido acético (60g)

V = volume tomado da amostra, em mL

60*0,05*1*60

Acidos totais = (10°100)

= 0,18 g/100ml de acido acético

Calculos para calcular acidez fixa:

» . n*M*f*PM
Acidos fixos = W

18*0,05*1*60

Acidos fixos = (10'50)

= 0,108 g/100ml de acido acético

Acidos volateis = Acidos totais — Acidos fixos = 0,18 — 0,108 = 0,072

AV*¥100 _ 0,072*100
G - 0,7

Acidez volatil = = 10,2857 g/100 mL de acido acético

G = Graduacgao alcodlica

Transformando acidez volatil de g/100 mL em mmol/L (unidade usada na IN
41):

Acidez volatil = 10,2857 * 10 * 0,060 = 1.741,29 mmol/L de acido acético

Outros trabalhos tiveram resultados diferentes como Silva (2024) relata a
producdo de kombucha com farinha de cascas de uva 20%, 30% pelo método de
destilagéo e quantificagcdo com a densidade relativa obteve-se 60,1 mEg/L em 10%
de concentracdo, 132,1 mEg/L em 20% de concentragao, 78,1 mEqg/L em 30% de

concentracao.
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Futuros trabalhos podem ser realizados no intuito de reduzir a formagao de
acidos no kombucha de residuos de acerola para se adequar a IN 41, sendo
possivel diminuir o numero de dias da primeira fermentagcdo ou a quantidade de
acgucar, e diminuir a quantidade de suco de residuo de acerola, caso este apresente

uma acidez volatil muito elevada.

5.3 Graduacgao alcodlica

O kombucha passa pelo processo de fermentagdo em duas etapas, fazendo
com que sejam consumidos, pela simbidtica, a sacarose. Inicialmente na
fermentacgao, as leveduras sao responsaveis pela hidrolise da sacarose em glicose e
frutose, além da producdo de etanol (Villarreal-Soto et al., 2018). Enquanto as
leveduras convertem o agucar em alcool e diéxido de carbono (Chakravorty et al.,
2016; Dufresne; Farnworth, 2000).

Os dados obtidos foram gerados através da diferenga entre o peso dos

picndmetros vazios e do peso dos mesmos com um volume fixo de kombucha, em

triplicata, obtendo-se uma média de 0,99889 g/cm3 a 20°C/20°C (Tabela 4).
Consultando a tabela de densidade relativa do Instituto Adolfo Lutz (Tabela 2), esse
valor fica entre 0,7 (densidade de 0,99895) e 0,8% v/v a 20°C/20°C (densidade de
0,99880), sendo mais proximo de 0,7% v/v a 20°C/20°C de alcool no kombuca.

Tabela 4: Resultado da média, em ftriplicata, de graduagao alcodlica em 20°C/

(glem’)
Picnometros Densidade relativa em 20°C
(glem’)
Picndmetro 1 0,99861
Picndmetro 2 0,99971
Picndmetro 3 0,99835
Média 0,99889

Fonte: Autoria préopria 2024.
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As leveduras (S. cerevisiae, B. bruxellensis e Kluyveromyces marxianus)
produzem etanol via glicdlise e geralmente preferem glicose a frutose (Jayabalan et
al., 2014; Leonarski, et al., 2021; Leonarski, Guimaraes, Cesca, Poletto, 2023).
Sendo entdo que obteve-se uma kombucha com 0,7% de alcool, considerada pela

IN 41 um kombucha alcodlica (Tabela 1).

A literatura mostra kombuchas com resultados maiores graduagéo alcodlica,
possivelmente devido a um maior tempo de fermentacdo. Duran, Cezarino, e
Batistao (2022) utilizando o alcoémetro Gay Lussac (GL) com 100 mL da amostra de
kombucha (a 20°C) que fermentou de 7 a 14 dias um kombucha de suco in natura
de uvas verdes para graduagao alcodlica foi 4°GL que € equivalente a 4% v/v de

alcool sendo considerada um kombucha alcodlica pela IN 41.

Silva (2021) apresentou em 10 dias de processo fermentativo um kombucha
saborizado com frutas amoras e framboesa in natura de 4,4% de teor alcodlico
sendo que a fermentacdo ficou sob temperatura de 26°C, controlada por ar
condicionado tipo split (Samsung, Digital Inverter). Leonarski et al (2020) produziu
um kombucha de residuos de acerola e apds 12 dias, atingiu 4,57 g/L de acido
aceético e 8,95 g/L de etanol que estima-se 8,95% de v/v de teor alcodlico, o que

estaria fora do padrao de graduagéo alcodlica pela IN 41.

5.4 Compostos fendlicos totais

A composigdo quimica do cha verde inclui diversas classes de compostos
fendlicos (CFT) como os flavonoides(CsH,05), entre eles os principais presentes
sdo os mondémeros de catequinas, além de flavonoides e acidos fendlicos.(Paludo,
2017). Sao antioxidantes de alto nivel devido a sua capacidade para eliminar as
espécies de radicais livres e ativos de oxigénio. (Jayabalan et al., 2008).

As concentragbdes de CFT no D3 foi 104 + 0,0033 mg de equivalente de acido
galico/L, D6 100 £0,00125 mg eq.AG/L, D9 92 + 0,00170 mg eq.AG/L e D12 186 *
0,0198 mg eq.AG/L (Figura 16) ocorrendo entre D3 ao D9 um decréscimo de CFT,
que diverge da literatura onde mostram que CFT cresceram ao longo dos dias. Os
resultados de Schroeder, J.(2019) para a kombucha preparada a base de cha verde

a concentracédo de CFT passou de 198 para 320 mg/L ao final da fermentagéao, apos
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15 dias de fermentacdo. Ja Paludo (2017), analisou o kombucha somente apos 7
dias de fermentacdo o cha de erva verde artesanal apresentou resultados de 938,5
mg/L, ndo estudando a evolugao entre o primeiro dia e o ultimo.

Este decréscimo pode ter se originado pela entrada de oxigénio no sistema
causando oxidagao dos polifenois, o que levou a sua redugao conforme sugerido por
Schroeder, J.(2019). Outro fator que pode ser relevante € que os compostos
fendlicos complexos sdo degradados a moléculas menores em ambiente acido ou
quando sao liberadas enzimas por bactérias e leveduras (Watawana et al 2015). O
pH obtido no kombucha teve valor minimo de 3,4 (tabela 3) mas os valores da
literatura o pH atinge valores mais baixos tais como 2,3, assim € possivel que o
kombucha de residuos de acerola ndo tenha atingido um pH baixo o suficiente para

favorecer a degradacéao dos polifenois.

Figura 16: Concentragédo de CFT relacionados aos dias de fermentagéo.

D3 D6 D9 D12
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Fonte: Autoria propria(2024).

Foi observado um aumento significativo no D12, sendo o D12 trés dias apos o
processo de saborizacdo do kombucha, mostrando assim que o suco de residuos de
acerola junto o kombucha possui, por fim, mais propriedades antioxidantes de
compostos fendlicos apresentando 186,72 mg/L, entende-se que o kombucha de
residuos de acerola mantém 86 mg/L a mais que nos cha verde fermentados e

analisados durante os dia 3 a dia 9.
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5.5 Atividade antioxidante pelo método ABTS

A atividade antioxidante foi medida ao longo dos dias pelo método de
sequestro do radical ABTS e expressos em mmol de equivalentes de Trolox/L. Os
valores obtidos entre D3 e D6 diminuiram levemente, de 7,23 mmol/L para 7,03
mmol/L, em D9 para 3,30 mmol/L, e em D12 para 11,07 mmol/L, conforme
mostrados na figura 17.

Outros trabalhos também apresentaram reducio da atividade antioxidante ao
longo dos dias, com valores maximos geralmente no terceiro dia. Zhou et al (2022)
elaboraram kombuchas de cha verde e cha preto com e sem residuos dos chas
(com residuo do cha foi a bebida que néo foi filtrada, ja a bebida sem o residuo foi
filtrada), obtendo valores que de forma geral aumentaram no inicio de depois cairam
e 0s chas com residuos apresentaram maiores valores de atividade antioxidante.
Para o cha verde sem o residuo os valores ficaram constantes ao longo dos dias em
aproximadamente 6 mmol/L.

Os autores ressaltam que diferengcas na composicido dos chas e diferentes
microrganismos da cultura stater do kombucha podem gerar diferengas de
resultados na atividade antioxidante. Saimaiti et al (2022) elaboraram kombuchas de
cha preto com e sem residuos de vinha e com e sem residuos de cha adogado,
encontrando os maiores valores no terceiro dia seguido de queda na atividade
antioxidante pelo método de sequestro do radical ABTS, com os chas com residuos
obtendo valores bem mais elevados do que os chas sem residuos. O cha adocicado
sem residuo permaneceu com valores pouco acima de 4 mmol de equivalente

Trolox/L ao longo da fermentagdo com valor maximo no terceiro dia.
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Figura 17: Atividade antioxidante pelo sequestro do radical ABTS e dias de

fermentacgao.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Comparado com os valores de compostos fendlicos totais (figura 16), CFT e
atividade antioxidante ficaram praticamente estaveis em D3 e D6, ja em D9 CFT
reduziram aproximadamente 10% mas a atividade antioxidante reduziu em mais de
50%, entdo conclui-se que deve haver outro composto que ndo seja composto
fendlico que esteja influenciando fortemente na atividade antioxidante e foi
fortemente afetado entre D6 e D9. Na literatura existe a tendéncia de baixar a
atividade antioxidante ao longo dos dias de fermentagdo a partir do terceiro dia,
podendo estar associada a oxidagdo de compostos fendlicos, mas nossos
resultados divergem da literatura. De forma geral, a atividade antioxidante em D3 e
D6 foram semelhantes as obtidas por Zhou et al (2022) e Saimaiti et al (2022) com 6
e 4 mmol/L de equivalente Trolox, mas divergem em D9 devido a forte queda na
atividade antioxidante neste dia. Em D12 a atividade antioxidante atinge um valor

muito maior devido ao acréscimo de suco de residuo de acerola.

4.6 Vitamina C (Acido-ascoérbico)

Entre D3 e D9 a concentracdo de acido ascérbico caiu levemente, de 272,17
+ 3,35 mg de acido ascorbico/L para 258,12 + 6,58 mg AA/L, ja em D12 a
concentragao foi de 1.037,25 £ 60,14 mg AA/L, devido ao acréscimo do suco de
residuo de acerola. E esperado que a concentracdo de vitamina C caia ao longo dos
dias devido ao contato com o oxigénio e consequente oxidacdo da vitamina C.

Leonarski et al (2021) relatou que o acido ascoérbico diminuiu em 25% em 15 dias,
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devido a presenca de oxigénio e temperatura de fermentacédo (30°C). acrescentar
uma segunda referéncia com vitamina C. O resultado obtido neste trabalho foi uma
queda de 5% entre os dias 3 e 9, possivelmente pelo menor tempo de fermentacéo e
incubacao a temperatura ambiente, logo apos .

Figura 18: Concentragéo de acido ascorbico e dias de fermentagéao.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

5.7 Determinagao da concentragao de agucar

A concentracdo de agucar iniciou-se com 3,8 °Brix em D3 e decresceu até o
D9 chegando a 3,2 °Brix (Figura 19). E esperado que os agucares diminuam ao
longo dos dias de fermentacdo, pois sdo metabolizados pela levedura e bactérias
em outros compostos, tais como etanol, diéxido de carbono, acido glicurdnico e a
acido acético (Chakravorty et al., 2016). J& em D12 houve um acréscimo para 4,00
°Brix, devido ao acréscimo do suco de residuo de acerola adogado. Lima et al (2019)
obtiveram uma redugdo de 60% dos carboidratos no mostro em 6 dias, sugerindo
que o scoby estava viavel e sadio. No Kombucha de suco de residuo de acerola
obteve-se uma reducgao de 16% entre os dias 3 e 9, possivelmente devido ao inicio

da fermentagdo com menor nivel de agucares.
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Figura 19: Grafico de representagao do °Brix.
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6 CONCLUSAO/ CONSIDERAGOES FINAIS

O desenvolvimento de um kombucha a partir de residuos de acerola tem o
potencial de agregar valor a um residuo que seria descartado, com alto teor de
vitamina C, probidticos e elevada atividade antioxidante com a possibilidade de
substituicdo de refrigerantes e outras bebidas agucaradas e geragdo de empregos.
Neste intuito, o kombucha deve ser caracterizado como uma bebida n&o alcodlica,
entretanto durante 12 dias de fermentacdo obteve-se uma bebida de baixo teor
alcodlico que para seu consumo, deve ser especificado em rétulo e seguir os
padrées de identidade de um kombucha alcodlica pela Instrugdo Normativa N° 41
(acima de 0,05% de alcool v/v), ndo alcangando o resultado almejado de elaborar
uma bebida considerada sem alcool pela legislagdo. A acidez volatil ficou fora dos
padrbes exigidos pela legislagao, no minimo 30 e 130 mEq/L sendo o valor obtido de
1.714 mEg/L. Os demais padrdes da legislacao foram atingidos. Sugere-se em
futuros trabalhos, para adequar a producdo de Kombucha de residuos da acerola
com o intuito de diminuir o teor de alcool e acidos volateis, diminuir o tempo e
quantidade de acucar da primeira fermentagcao, verificar a quantidade de acidos
volateis no suco do residuo de acerola antes de iniciar a segunda fermentacao e
diminuir a mistura de suco ao kombucha caso este tenha um teor elevado de acidos

volateis.
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